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摘要 : RNA 干扰 (RNAi) 不 但 可 以 用 于 研究 基因 的 功能 , 还 可 以 通过 沉默 靶 标 基因 干扰 特定 的 生命 过 程 。 因 此 ， 
通过 深入 研究 , 发 掘 高 效 专 一 性 靶 基 因 和 RNAi 技术 , 有 可 能 开辟 针对 性 的 害 忠 RNAi 防 控 新 途径 。 本 研究 通过 
IK XA Laodelphax striatellus 转录 组 数据 分 析 并 结合 RACE 技术 ,克隆 了 灰 飞 乱 两 种 海 深 糖 酶 的 全 长 基因 ,分 别 命 
名 为 LSTre-1 和 LSTre-2, 其 GenBank 登录 号 分 别 为 JQ027050 和 JQ027051。 它 们 均 具有 海藻 糖 酶 基因 的 典型 特征 ， 
与 已 报道 的 其 他 昆虫 的 海藻 糖 酶 基因 具有 很 高 的 相似 性 , 并 表现 出 一 定 的 虫 种 亲缘 关系 。 其 中 LSTre-1 为 水 溶性 
海藻 粮 酶 基因 , 全 长 2 042 bp, 开放 阅读 框 编码 602 个 氨基 酸 , 前 端 有 25 个 氨基 酸 的 信号 肽 , 但 无 跨 膜 结构 域 ; 
LSTre-2 为 膜 结合 型 海藻 粮 酶 基因 , 全 长 2 619 bp, 开放 阅读 框 编 码 618 TAER, 前 端 有 26 个 氨基 酸 的 信号 上 肽 ， 
有 2 个 朴 水 性 路 膜 结 构 域 。 利 用 喂食 法 研究 2 种 海藻 糖 酶 基因 dsRNA 对 灰 飞 避 的 致死 效应 , 发 现 靶 向 水 溶性 酶 
基因 的 干扰 效应 略 高 于 贰 向 膜 结合 型 的 , 但 两 种 海藻 糖 酶 基因 的 dsRNA 都 可 以 显著 抑制 灰 飞 剧 海藻 粮 酶 基因 的 
表达 , 降低 其 活力 , 还 能 显著 抑制 试 虫 的 生长 ， 大幅 增加 试 虫 死亡 率 。 结 果 提 示 , 通过 适宜 途径 干扰 海藻 糖 酶 基 
因 可 以 开发 防治 灰 飞 乱 的 新 途径 。 
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Cloning and RNA interference effects of trehalase genes in Laodelphax 


striatellus ( Homoptera: Delphacidae) 

ZHANG Qian, LU Ding-Hao, PU Jian, WU Min, HAN Zhao-Jun" ( Key Laboratory of Monitoring and 
Management of Crop Diseases and Pests, Ministry of Agriculture, College of Plant Protection, Nanjing 
Agricultural University, Nanjing 210095, China) 

Abstract. RNA interference ( RNAi) has been demonstrated to be used to interfere special life processes 
by silencing target genes. Therefore, a new countermeasure of RNAi pest control could be developed 
through exploring effective specific target genes and efficient RNAi techniques. Based on transcriptome 
data analysis and RACE strategy, two full-length trehalase genes were cloned from the small brown plant 
hopper (SBPH ) Laodelphax striatellus, and were designated as LSTre-1 and LSTre-2, with GenBank 
accession numbers JQ027050 and JQ027051, respectively. Both LSTre-l and LSTre-2 have typical 
characteristics of trehalase genes, and show high sequence identity with trehalase genes in other insects. 
LSTre-1 is 2 024 bp in length, and its ORF encodes a protein of 602 amino acids including a signal 
peptide of 25 amino acids and without hydrophobic transmembrane domains. LSTre-2 is 2 619 bp in 
length, and its ORF encodes a protein of 618 amino acids including a signal peptide of 26 amino acids 
and two hydrophobic transmembrane domains. Double-stranded RNA ( dsRNA) was synthesized based on 
these two genes and the toxicological effects of RNAi were studied. The results showed that the silencing 
effect of LSTre-1 dsRNA was higher than that of LSTre-2 dsRNA. However, silencing of these two genes 
all can not only cause lethal effect by decreasing the mRNA expression and enzyme activity but also 
prevent the normal growth and development of SBPH. These results imply that SBPH could be controlled 
through silencing its trehalase genes by feeding dsRNA with proper ways. 
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IK KEL Laodelphax striatellus 是 水 舟 、 玉 米 和 小 
麦 的 重要 害虫 , 它 不 仅 刺 吸 植 株 蔬 皮 部 汁液 造成 危 
害 ， 而 且 还 传播 植物 病毒 引发 作物 病毒 病 , 造成 作 
物产 量 和 品质 的 巨大 损失 。 民 好 的 越冬 环境 、 充 足 
的 营养 条 件 以 及 日 浙 温 暧 的 气 侯 , 对 灰 飞 恒 生长 繁 
殖 和 越冬 存活 非常 有 利 , 同时 , 长 期 使 用 化 学 药剂 
防治 , 使 灰 飞 避 的 抗 药 性 日 渐 增 强 。 因 此 , 目前 灰 
飞 虱 防治 面临 严峻 挑战 , 需要 开发 新 配方 或 新 靶 标 
的 有 效 技术 ( 刘 回 东 等 , 2006; 赵 便 果 等 ,2009 ) 。 
RNA 干扰 (RNAi) 不 但 可 以 用 于 研究 基因 的 功能 ， 
还 可 以 沉默 靶 标 基因 干扰 生物 的 特定 生命 过 程 。 
此 通过 深入 研究 , 发 掘 高 效 专 一 性 靶 基 因 和 RNAi 
技术 , 有 可 能 开辟 针对 性 的 害虫 RNAi 防 控 新 途径 。 

海藻 糖 是 昆虫 血糖 的 主要 形式 , 同时 广泛 存在 
于 低 等 植物 、 汇 类、 细菌 、 真 菌 、 醇 母 及 其 他 无 峭 
椎 动物 中 , 既是 一 种 贮藏 性 糖 类 ,又 是 应 激 代 谢 的 
重要 产物 (于 彩虹 等 , 2008)。 在 细胞 处 于 应 激 状 态 
时 可 以 大 量 合 成 海藻 糖 , 而 恢复 到 正常 状态 下 时 又 
能 被 迅速 水 解 ， 以 满足 正常 生理 需要 。 海 藻 糖 酶 是 
海藻 粮 代 谢 的 关键 酶 ， 由 于 哺乳 动物 没有 海藻 糖 代 
WRA, LUSEREBEBSOJ SUERIT Ac PEST ZR A ES SE 
非 靶 标 生 物 可 能 不 存在 毒害 作用 ( 范 柯 稚 等 ， 
2009) 。 昆 虫 中 的 海 敬 糖 酶 首先 是 由 Frerejacaque 
(1941) 发 现 ,随后 的 研究 证 实 昆 虫 中 的 海藻 糖 酶 主 
要 以 两 种 形式 存在 : 水 溶性 海棠 糖 酶 ( soluble 
trehalase) 和 膜 结合 型 海藻 糖 酶 ( membrane-bound 
trehalase) 。 其 中 , 水 溶性 海 营 糖 酶 主要 存在 于 消化 
系统 和 循环 系统 中 ,而 膜 结 合 性 海藻 糖 酶 主要 存在 
于 肌肉 中 (Becker et al., 1996) , 

鉴于 海藻 糖 酶 的 重要 功能 , 前 人 对 其 进行 了 不 
少 研究 。 基 因 干 扰 技 术 出 现 以 后 , 已 有 人 在 甜菜 夜 
蛾 Spodoptera exigua 中 证 实 ， VATES BS 2 DN] 7 E 
标 可 以 产生 明显 的 基因 沉默 效应 (Chen et al., 
2010) 。 本 研究 利用 重要 农业 害虫 灰 飞 虱 为 训 标 ， 
研究 不 同 海藻 糖 酶 基因 沉默 的 毒 理 学 效应 ， 从 而 揭 
示 利 用 海藻 糖 酶 基因 沉默 技术 控制 灰 飞 虱 的 可 
能 性 。 
1 材料 与 方法 
1.1 HRR KE, 

HERIK KEN 2009 年 5 H MK HIHET 


田间 , ARENA HAJ FEREN 27 + 
1C, 相对 湿度 5096 — 7096 , 光 周 期 为 16L: 8D。 


1.2 灰 飞 虱 海藻 糖 酶 基因 片段 的 获得 

采用 生物 信息 学 方法 , 利用 灰 飞 虱 转录 组 数据 
和 已 报道 的 海藻 糖 酶 基因 进行 BLAST $28, fme 
可 能 的 灰 飞 避 海藻 糖 酶 基因 片段 序列 ,进行 克隆 
验证 。 

1.3 灰 飞 必 海棠 糖 酶 基因 的 全 长 克隆 

根据 获得 海藻 糖 酶 基因 片段 , 采用 RACE 技术 
进行 全 长 克隆 。 取 灰 飞 乔 看 虫 或 成 虫 30 3k, 用 
Trizol 总 RNA 提取 试剂 盒 (Invitrogen Co., USA) 提 
取 总 RNA， 然 后 用 BD SMART" RACE cDNA 
Amplification Kit [宝生 物 工程 (大 连 ) 有限 公 司 ] 合 
成 5' 和 3’-RACE-Ready cDNA。 根 据 克 隆 获 得 的 海 
JC SEE DA] Fr Br Fr yj, 利用 Primer Premier 5. 0 软件 
分 别 设计 特异 性 上 游 引 物 和 下 游 引 物 ( 表 1), 委托 
上 海 生 工 生 物 工程 技术 服务 有 限 公 司 进 行 合成 。 

cDNA 全 长 克隆 采用 25 uL 的 PCR 反应 体系 ， 
包含 : 2.5 uL 1096 PCR 缓冲 液 , 2 nL 25 mmol/L 
MgCl, , 2 uL 2. 5 mmol/L dNTPs, 10 pmol/L IE [B] 
引物 各 1 uL, 2 uL cDNA 模板 , 1 U Taq DNA 聚合 
Bj, 超 纯 水 补足 到 25 uL, PCR 反应 循环 条 件 为 : 
第 1 轮 PCR 反应 条 件 为 : 94% 30 s, 72% 3 min, 5 
个 循环 ; 94% 3s, 70C 30 s, 72% 3 min, 5 ^r fü 
环 ; 94% 30 s, 68% 30 s, 727C 3 min, 25 个 循环 ; 
72*C 延伸 10 min, 12% 保存 。 将 第 1 $6 PCR 产物 稀 
FE 10 ~ 100 倍 作为 模板 进行 第 2 轮 PCR。 第 2 轮 
PCR 反应 条 件 为 : 94C 3 min; 94% 30 s, 68C 
30 s, 72C 3 min, 25 个 循环 ; 72C 10 min, 12€ 
保存 。 

PCR 产物 用 1.5% 玉 脂 糖 凝 胶 电泳 鉴定 后 , 按 
AxyPrep DNA 凝 胶 回收 试剂 盒 说 明 书 进行 回收 、 纯 
化 、 连 接 和 转化 , 挑 取 阳性 克隆 送 南京 金 斯 瑞 公 司 
测序 。 

1.4 dsRNA 合成 

以 验证 测序 后 的 菌株 质粒 提取 液 作 为 模板 , 采 
用 300 ~400 pL 的 体系 进行 PCR 扩 增 , 产物 用 1% 
的 琼脂 糖 凝 胶 进 行 电泳 分 离 回 收 ， 选择 Wizard SV 
Gel and PCR Clean-Up System ( Promega, USA ) 回 收 
试剂 盒 进 一 步 纯 化 模板 ,用 T7 RiboMAX"" Express 
RNAi System (Promega，Madison ，WI，USA) 合 成 试 
MET dsRNA, 

1.5 喂食 实验 

根据 宰 飞 虱 的 人 工 饲 料 饲养 方法 (Fu et al., 
2001 ) ,进行 喂食 实验 。 将 空心 试管 (12 cm x3 cm) 
一 奖 用 细 纱 布 封口 , 用 吸虫 锅 吸 取 2 龄 初期 的 灰 改 
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表 1 本 研究 使 用 的 主要 引物 


Table1 Primers used in this study 


名 称 Primer name 
LSTre-2-5'-GSP 
LSTre-2-5'-NGS 
LSTre-2-3'-GSP 
LSTre-2-3'-NGS 
LSTre-1 -5'-GSP 
LSTre-1 -5'-NGS 
LSTre-1 -3'-GSP 
LSTre-1 -3'-NGS 


序列 Sequence 
TTGGTCGGACTTTCGATTCCACGAC RACE 


引物 用 途 Use of primers 


TGACGGTCATCTCTTGCGGCTGGTTG 
TCTGGATGCAACTGGCGATGACTGG 
CTGTGCTGGGAGGTCACGGAGGAGG 
GACGAACTGTGTGATGCCCGTGCTC 
ATGATCTGTGGCGCTGCGATGTCTG 
GCCAAAGCAAAAACATTCGCTGACC 
TATGACTCCGATTTGGACGGGCAGC 


TAATACGACTCACTATAGGG 


LSTre-2-T7-F dsRNA 合成 dsRNA synthesis 
TCGTCAAGTTTCCTTTATTGGTTCC 
TAATACGACTCACTATAGGG 
LSTre-2-T7-R 
ATTGTCGATCAGTACGGCTTCATT 
TAATACGACTCACTATAGGG 
LSTre-1 -T7-F 
CTGCGATGTCTGACAGGTTTC 
TAATACGACTCACTATAGGG 
LSTre-1 -T7-R 
TAGTGCCAGGAGGTCGTTTTC 
LSTre-2-F AGATAGGTGAGCAGTGGTTGGAAG qRT-PCR 
LSTre-2-R AGATAGGTGAGCAGTGGTTGGAAG 
LSTre-1 -F TCAAGGGATTCCAAGAGACACAGG 
LSTre-1 -R GTATTCACCACCACCGCCATTAG 
Actin-F TCCGAGACATCAAGGTGAAACTG 
Actin-R TGCTTCCATACCCAAGAAAGACG 


^W PX T 局 动 子 的 序列 。The T7 promoter sequence is underlined. 


BUE m, 接 人 管 中 ,， 再 用 细 纱 布 将 试管 另 一 端 封 
O, 每 管 25 头 左 右 。 接 虫 后 , 将 试 虫 轻 轻 担 打 至 玻 
Em, 取 下 邦 一 端的 纱布 , 用 封口 膜 ( parafilm) 
拉 伸 后 重新 封口 , 并 将 封 膜 端 朝 上 竖立 , 在 封口 膜 
上 导入 含有 dsRNA 的 液体 人 工 饲 料 , 再 用 男 一 片 
封口 膜 贴 尾 在 液体 饲料 上 重复 封口 , 在 试管 上 端 形 
成 饲料 膜 包 ; 将 试管 模 置 在 养 忠 架 上 ,用 黑 布 将 试 
管 包 训 起 来 , 在 徘 近 灯 源 处 露出 高 有 人 饲料 的 一 端 ， 
利用 趋 光 习性 使 灰 飞 慑 趋同 并 取 食 饲料 。 每 24 h 
换 一 次 饲料 。 用 毛笔 挑 出 死 虫 并 记录 数据 。 每 个 基 
因 进 行 3 次 独立 重复 实验 , 每 次 实验 设 3 管 重复 。 
以 喂食 纯 饲 料 和 喂食 绿色 灾 光 和 蛋 日 (dsGFP) 的 为 对 
照 。 采 用 Abbott 公式 计算 校正 死亡 率 。 

1.6 A KEVER EEA RNA 干扰 的 效应 检测 
1.6.1 灰 飞 避 海藻 糖 酶 基因 表达 量 的 qRT-PCR 测 
定 : 利用 ABI 7500 Real-Time PCR System ( Applied 


Biosystems, Foster City, CA, USA) 进行 表达 量 的 欧 
光 定 量 PCR 反应 测定 。qRT-PCR 反应 体系 为 : 
SYBR Premix ExTaq (2 x ) 10 uL, 正 向 引物 (10 
umol/L) 和 PCR 反问 引物 (10 pumol/L) 4& 0.4 uL, 
ROX Reference Dye (50 x ) 0.4 uL, cDNA 模板 50 
ng/uL) 2.0 uL, 超 纯 水 补足 至 20 HL。 FH SV Total 
RNA Isolation System Kit ( Promega, USA) 试剂 盒 提 
取 总 RNA, 然后 取 0.5 ug RNA 反 转 录 cDNA 第 一 
链 。 采 用 Beacon Designer 软件 设计 引物 ( 表 1) 。 实 
时 菊 光 定量 PCR 采用 两 步 法 标准 程序 : 第 1 步 为 
94C 预 变 性 30 s; 第 2 步 为 99% 5s, 60% 34 s 共 
40 个 循环 。 反 应 后 进行 炊 解 曲线 分 析 ， 以 排除 非 
村 异性 PCR 产物 的 污染 。 用 ABI7500 SDS v 1.4 &X 
件 (Applied Biosystems, CA, USA) 进行 数据 记录 和 
分 析 。 用 灭 亢 超 纯 水 代 符 cDNA 模板 作为 空 日 对 
照 。 设 3 次 生物 学 重复 。 以 actin 作为 内 参 基 因 进 
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行 相对 定量 。 
1.6.2 海藻 糖 酶 活力 测定 : 配制 浓度 为 20 mmol/L 
HAAS A REPRE. Hj 1.5 mL 离心 管 分 装 后 于 
-80% 人 储存。 葡萄糖 含量 标准 曲线 测定 时 ， 以 蒸馏 
水 梯度 稀释 和 殴 萄 糖 标 准 溶液 至 0. 2, 0. 4, 0. 6， 
0.8, 1.0, 1.2 和 1.4 mmol/L, 分 别 依 次 取 上 述 游 
W 45 pL 移入 0.5 mL 离心 管 加 入 45 pL 显 色 剂 
[0.1 g3,5- 二 硝 基 水 杨 酸 (Sigma) + 0.1 g AAM 
& + 0.02 g 茶 酚 + 0.005 g 无 水 亚硫酸钠 定 容 至 
10 mL] 于 90C 加 热 5 min, 冰 浴 冷却 后 加 入 4096 的 
四 水 合 酒 石 酸 钾 钠 水 溶液 15 uL, 然后 将 混合 液 移 
人 酶 标 生 测 板 ,立即 于 550 nm 处 读 取 0D 值 , 并 确 
定 OD 值 与 葡萄 糖 含量 之 间 的 对 应 关系 。 

海藻 糖 酶 液 的 制备 是 将 dsRNA 处 理 存 活 的 灰 
KA, 按 处 理 重复 组 置 于 勾 浆 器 中 , 滴 加 10 pL 预 
冷 磷酸 缓冲 液 (PBS, 0.02 mol/L , pH 5.8) , WK 
匀 浆 , 将 匀 浆 液 移入 PCR 管 中 , 用 20 pL 缓冲 液 冲 
AIK, 与 上 述 匀 浆液 混合 后 离心 , 取 上 清 液 作 
为 酶 液 立即 进行 海藻 糖 酶 活性 测定 。 即 分 别 取 符 测 
灰 飞 乱 酶 提取 洲 液 19 pL 加 入 26 pL 海藻 糖 标准 溶 
ili 40 mmol/L, 37% 水浴 30 min, 而 后 沸水 浴 2 min 
终止 反应 , 冰 浴 冷却 后 代 蔡 标准 溶液 ， 加 入 显 色 剂 
并 按 上 述 方法 测定 葡萄 糖 含 量 , 该 葡萄 糖 为 海藻 糖 
在 海藻 糖 酶 的 作用 下 所 形成 的 葡萄 糖 。 酶 液 蛋 白质 
含量 测定 以 牛 血 清 清和 蛋白 BSA (Sigma) EZ br if 
日 采用 考 马 斯 亮 蓝 G-250 染色 法 。 海 党 糖 酶 活性 以 
产物 简 萄 糖 nmol/mg pro min 表示 。 
1.7 数据 统计 与 分 析 

所 有 的 统计 分 析 均 使 用 SPSS 13.0 软件 完成 。 
qRT-PCR 数据 和 酶 活性 数据 以 平均 数 + 标准 误 表 
zh, mRNA 相对 表达 量 采 用 单 因素 方差 分 析 , 并 进 
fT Tukey 氏 显 车 性 检验 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 灰 飞 忌 海藻 糖 酶 基因 的 全 长 克隆 及 序列 分 析 
根据 灰 飞 乔 转录 组 数据 分 析 得 到 的 海藻 糖 酶 基 
HE, 设计 特异 性 引物 并 通过 RACE 技术 扩 增 获 
ÍZ T JK KA 2 个 海藻 糖 酶 基因 全 长 cDNA, 分 别 命 
名 为 LSTre-1 和 LSTre-2。 其 中 ,LSTre-l ( GenBank 


登录 号 为 JQ027050 ) 的 全 长 为 2 042 bp, 开放 阅读 
框 1 809 bp, 编码 602 TAER, N 端 含有 25 个 所 
基 酸 组 成 的 信号 肽 ,预测 信号 肽 的 切割 位 点 在 
VAA-TY。 和 有 重 白质 序列 中 具有 6 个 Asn-Xaa-Ser/Thr 
序列 , 其 中 有 4 处 为 潜在 的 天 冬 酰胺 N- 糖 基 化 点 。 
通过 http: //www. ch. embnet. org/ software/ TMPRED 
form. html 预测 ,在 和 蛋白 序列 中 未 发 现 跨 膜 蛋白 所 
扑 结构 序列 , 推测 该 酶 蛋白 是 水 溶性 海藻 糖 酶 。 

LSTre-2( GenBank 登录 号 为 JQ027051) 的 全 长 
为 2619 bp, 开放 阅读 框 1 857 bp, 编码 618 个 氨基 
酸 , 重 日 质 序列 中 具有 6 个 Asn-Xaa-Ser/Thr 序列 ， 
其 中 有 6 处 为 潜在 的 天 冬 酰胺 N- 糖 基 化 点 。 预 测 
信号 肽 为 26 TAER, 其 切割 位 点 在 ANS-VY。 通 
过 http://www. ch. embnet. org/software/TMPRED 
form. html HW, EAEE AEFI EA AAH 
能 的 路 膜 区 域 ,分 别 在 第 9 -30 位 和 597 -617 位 。 
该 结果 表明 LSTre-2 可 能 为 膜 结合 型 海藻 糖 酶 。 

在 GenBank 中 进行 同 源 搜索 ,结果 发 现 殉 隆 获 
得 的 基因 与 其 他 昆虫 海藻 糖 酶 基因 的 序列 相似 性 较 
高 ( 表 2) ， 其 中 LSTre-1 与 其 他 昆虫 的 水 溶性 海藻 
粮 酶 基因 相似 性 普遍 高 于 相应 的 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 
AED, 5% KEA Nilaparvata lugens, WW x3 $ 
Acyrthosiphon pisum、 西 方 蜜蜂 Apis mellifera 和 人 竹 节 
Hi Omphisa fuscidentalis 的 水 溶性 海藻 糖 酶 基因 的 相 
似 性 均 在 60% UE, 其 中 与 褐 飞 恒 水 溶性 海藻 糖 酶 
基因 的 相似 性 达到 了 85% , 但 与 祸 飞 虱 膜 结合 型 海 
江 粮 酶 基因 的 相似 性 却 只 有 58% 。 而 LSTre-2 与 其 
他 昆 忠 的 膜 结合 型 海藻 糖 酶 基因 的 相似 性 普遍 高 于 
相应 的 水 溶性 海藻 糖 酶 基因 , 与 褐 飞 息 、 豌 豆 蚜 和 
意大利 蜜蜂 膜 结合 型 海藻 糖 酶 基因 的 相似 性 在 
75% VA E, 其 中 与 褐飞虱 膜 结合 型 海藻 糖 酶 基因 的 
相似 性 达到 了 93% , 但 与 窜 飞 虱 水 溶性 海藻 粮 酶 基 
因 的 相似 性 却 只 有 55% 。 表 明 克 隆 获得 的 LSTre-1 
和 LSTre-2 基因 分 别 是 灰 飞 虱 水 溶性 和 膜 结合 型 海 
涂 糖 酶 基因 。 

将 不 同 昆 虫 海藻 糖 酶 氨基 酸 序列 进行 了 比 对 。 
由 图 1 可 知 , 尽管 不 同 昆虫 海藻 糖 酶 的 序列 均 具 有 
一 定 的 差异 , 但 所 有 昆虫 海藻 糖 酶 均 有 功能 保守 区 
特征 。 


8 期 张 ” 傅 等: 灰 飞 恒 海藻 糖 酶 基因 的 克隆 及 RNA 干扰 效应 915 


R2 灰 飞 虱 与 其 他 昆虫 海 党 糖 酶 基因 的 氨基 酸 序列 一 致 性 


Table 2 Homologous comparison of trehalases from Laodelphax striatellus and those from other insects 


序列 一 致 性 (% ) 


昆虫 种 NCBI-GI 号 海 营 糖 酶 重 日 类 型 Sequence identity 
Insect species NCBI-GI no Trehalase types 
LSTre-1 LSTre-2 

意大利 蜜蜂 Apis mellifera ligustica 328779477 水 溶性 Soluble Tre-1 60 59 
162952028 膜 结 合 型 Membrane-bound Tre-2 59 75 
Wi i Acyrthosiphon pisum 193715980 水 溶性 Soluble Tre-1 66 60 
193657159 膜 结 合 型 Membrane-bound Tre-2 58 78 
ZU Bombyx mori 112984260 水 溶性 Soluble Tre-1 56 59 
112982665 膜 结 合 型 Membrane-bound Tre-2 54 67 
TT 1, Omphisa fuscidentalis 126566036 水 溶性 Soluble Tre-1 60 56 
126566034 膜 结 合 型 Membrane-bound Tre-2 53 66 
甜菜 夜 蛾 Spodoptera exigua 166236926 水 溶性 Soluble Tre-1 58 58 
156767499 膜 结 合 型 Membrane-bound Tre-2 54 68 
褐 飞 避 Nilaparvata lugens 225219830 水 溶性 Soluble Tre-1 85 58 
225219832 膜 结 合 型 Membrane-bound Tre-2 55 93 


2.2 灰 飞 虱 的 海藻 糖 酶 基因 的 进化 分 析 

利用 Neighbor-joining 方法 , 构建 了 不 同 昆虫 海 
洛 糖 酶 全 长 基因 的 系统 发 生 树 ,结果 见 图 2。 由 系 
统 发 生 树 可 以 看 出 不 同 昆虫 的 膜 结合 型 海 营 糖 酶 基 
因 相 似 性 较 高 ， 聚 为 一 类 ， 而 水 洲 性 的 差异 略 大 。 
其 中 与 灰 飞 乔 海藻 糖 酶 基因 同 源 性 最 近 的 是 褐 飞 起 
海藻 糖 酶 基因 ,明显 地 体现 了 进化 的 亲缘 关系 。 
2.3 ”干扰 海藻 糖 酶 基因 后 灰 飞 虱 的 死亡 率 

用 浓度 为 35 ng/uL 的 dsGFP URIK KEKI 
性 海藻 糖 酶 和 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 基因 的 dsRNA I 
食 灰 飞 乱 2 BAR, URRI dsRNA 常规 营养 液 的 
为 对 照 ， 观测 统计 5 d 内 的 校正 死亡 率 ( 图 3)。 由 
图 3 可 以 看 出 , 连续 喂食 dsGEP 对 试 虫 的 死亡 率 影 
啊 不 大 , 第 5 天 的 死亡 率 仅 有 1.59% 。 而 连续 喂食 
海藻 糖 酶 基因 dsRNA， 则 导致 试 虫 出 现 明 显 的 死 
C, 5 d JE, RR dsTre-l BJ A R E E JE TIAE 
(38.89% ) 是 喂食 dsGFP 对 照 试 虫 (1. 5996 ) 的 24. 5 
fü, 喂食 dsTre-2 若虫 校正 死亡 率 (27.72% ) 是 喂食 
dsGFP 对 照 试 虫 的 17.4 倍 。 由 此 说 明 , 57K Kos. 
体内 功能 基因 没有 明显 关系 的 dsGFP 对 试 虫 没有 
明显 的 致死 效应 ,而 能 干扰 灰 飞 虱 2 种 类 型 海藻 糖 
基因 的 dsRNA 均 能 引起 显著 的 致死 效应 , 其 中 , F 
扰 水 溶性 的 比 干 扰 膜 结合 型 的 致死 效果 更 高 。 
2.4 RNA 干扰 对 灰 飞 虱 海 漂 糖 酶 基因 表达 量 和 酶 
活 的 影响 

以 喂食 无 dsRNA 常规 营养 液 的 灰 飞 恒 为 对 照 ， 
检测 喂食 含 dsCFP，dsTre-1 和 dsTre-2 人 饲料 96 h 后 


灰 飞 乔 体内 水 溶性 和 膜 结合 型 海滩 糖 酶 基因 表达 量 
的 变化 和 海藻 糖 酶 活力 的 变化 (图 4 和 5)。 

从 图 4(A) 可 以 看 出 ，dsGFP 处 理 对 海藻 糖 酶 
基因 的 表达 量 没 有 显著 影响 ,而 喂食 食 dsTre-l fu] 
料 的 试 虫 体内 ,LSTre-1 的 表达 量 下 降 了 49.0696, 
LSTre-2 的 表达 量 下 降 了 21.5396, KL ACB) 同样 显 
zm dsGFP 处 理 对 海藻 糖 酶 基因 的 表达 没有 影响 , 但 
喂食 含 dsTre-2 饲料 的 试 虫 ,PS7Tyre-l 的 表达 量 下 降 
TY 17.5396 , LSTre-2 的 表达 量 下 降 了 41.53% , 3x 
表明 海 滞 糖 酶 基因 dsRNA 处 理 对 靶 基因 的 表达 有 
显 考 影响 ,同时 对 同类 基因 的 表达 也 有 一 定 的 
干扰 。 

图 5 结果 进一步 证 实 ,， dsGFP 处 理 对 灰 飞 乱 的 
TESORO 7J 1x3 i ERE, MIRRE dsTre-l 和 
dsTre-2 饲料 的 试 虫 , 其 海藻 糖 酶 的 活力 分 别 下 降 
T 25.27% fl 25. 0696 。 这 表明 dsTre-1 和 dsTre-2 
处 理 对 灰 飞 乱 的 致死 效应 , 确 系 海藻 糖 酶 基因 表达 
SET, 海藻 糖 酶 活力 下 降 所 致 。 

2.5 干扰 海 莹 糖 酶 基因 对 灰 飞 虱 体重 的 影响 

以 喂食 无 dsRNA 第 规 营 养 液 的 灰 飞 翅 为 对 照 ， 
测定 连续 喂食 含 dsGFP, dsTre-1 和 dsTre-2 饲料 120 
h 后 存活 试 虫 的 体重 , 结果 见 图 6。 由 图 6 可 以 看 
出 ，dsGFP 处 理 对 试 虫 的 体重 没有 显著 影响 ， 而 连 
AERE dsTre-1 和 dsTre-2 饲料 的 试 虫 体重 较 对 照 
组 体重 显著 减轻 。 这 表明 干扰 海滩 糖 酶 基因 的 表达 
量 , 影响 其 酶 活力 , 不 仅 能 产生 致死 效应 , 还 可 以 
导致 存活 灰 飞 乔 不 能 正常 地 生长 发 育 。 
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—NNNSSTLSLYNISTQYIIPVDLNAILQQNARLLGEFHTLLGNNAKSQYYQKIASQLQTAIDNILWNEADGIWLDYDLEKNQRPRHMFEYPSN 423 
ANGSDRG-ILADIKTTYIIPVDLNCILHEKNALLLSSWYSKMGDTTRKAEKYHRAIAEKLVYSIQEVMWRPDLGAWFDWDMLNNKSHREYFFVSN 434 
ESGDNSG-NLTNLNTEKNVIPVDLNAIFAGALQITANFQAILKNPRHRAAHWGYMAEQWRSSIEQALWDEEDGVWHDYDILNNKPRRYFYTSN 413 
NNGNNTG-—NLTNIHTKDIIPVDLNAIFANALQNMAYFEGLLNKQRRGSHWAYILAQOWRSNIEAVFEWDEEDGVWYDYDMVRGKHREKYFYPSN 413 
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图 1 灰 飞 起 两 种 海藻 糖 酶 与 其 他 昆虫 的 氨基 酸 序列 比 对 


The amino acid sequence alignment of two trehalases from Laodelphax striatellus with other insect trehalases 


55 


用 于 分 析 的 蛋白 及 其 来 源 物种 和 NCBI-GI The proteins and their source species and NCBI-GI; Ame-1, Ame-2: 西方 蜜蜂 Apis mellifera (328779477 , 
162952028) ; Api-1, Api-2: Wü tz Acyrthosiphon pisum (193715980, 193657159) ; Bmo-1, Bmo-2: 家 看 Bombyx mori (112984260, 112982665) ; 
Ofu-1, Ofu2; TT T3 E Omphisa fuscidentalis (126566036 , 126566034) . 右边 的 数字 代表 每 个 氨基 酸 的 位 置 ; TRA] SCARE ER PARE f ZR TE FF] P 27 5 
海藻 糖 酶 功能 保守 区 和 甘氨酸 富 集 区 分 别 用 下 划 线 和 双 下 划 线 表示 。Numbers on the right side of the alignment indicate the position of residues in 


the sequence of each protein. Identical amino acid residues are indicated by the letters below the sequences. Trehalase signature regions and the glycine- 








rich region are indicated by single and double underline, respectively. 
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图 2 基于 氨基 酸 序列 的 海藻 糖 酶 系统 发 育 分 析 
Fig. 2 An unrooted phylogenetic tree of trehalases from different insects based on amino acid sequences 
用 于 分 析 的 蛋白 及 其 来 源 物种 和 NCBI-GI The proteins included in the tree and their source species and NCBI-GI; Ame-1, Ame-2: 西方 蜜蜂 Apis 
mellifera (328779477, 162952028) ; Api-1 Api-2: Wü t; Acyrthosiphon pisum (193715980, 193657159); Bmo-1, ，Bmo-2 : 家 看 Bombyx mori 
(112984260, 112982665) ; Hsa-1: 人 Homo sapiens (116284412) ; Lst-1, Lst-2: JK 发 起 Laodelphax striatellus; Ofu-1, Ofu-2; TT 35 E, Omphisa 
fuscidentalis (126566036 , 126566034) ; Phe-2 : 黄蜂 Pimplahy pochondriaca (242011872) ; Sex-1, Sex-2: WHA R Spodoptera exigua (166236926 , 
156767499) ; Sfr-1 ，Sfr-2 : 草地 夜 蛾 Spodoptera frugiperda (194740570, 91177952) ; Tea-1, Tea-2: 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum (91089391 , 
189234008) ; Nlu-1, Nlu22-1, Nlu-22; $& K&3À Nilaparvata lugens (225219830, 225219832, 256708539) ; Cfl-2: (Jb X HAS Camponotus 
floridanus (307191161) ; Hsal-2; 印度 跳 蚁 Harpegnathos saltator (307207404) ; Sli-2; 斜纹 夜 蛾 Spodoptera litura (281372521). 使 用 Mega 5.0 对 
AREKIN, 构建 系统 发 育 树 。 采 用 Bootstrap Zr 15 2r lr, 每 个 分 支 进 行 1 000 次 验证 , 数值 代表 Bootstrap 估算 值 。The 


phylogenetic tree was constructed using Mega 5.0 based on the amino acid sequence, each branch in 1 000 replications, and the numeral represents the 


estimated bootstrap value. 


3 讨论 


海藻 糖 酶 是 昆虫 体内 重要 的 代谢 调控 酶 ， 目 从 
1992 年 从 黄粉 虫 Tenebrio molitor 中 鉴定 出 水 溶性 的 
海藻 糖 酶 , 2005 ^F X. JA ZO Bombyx mori 中 分 离 出 
膜 结合 型 海藻 糖 酶 后 ， 目 前 研究 的 大 部 分 昆虫 都 具 
有 这 两 种 类 型 的 海藻 糖 酶 , 并 且 都 有 不 同 的 编码 基 
， 如 家 至 B. mori( Kamei et al., 2011) , FJAR IR 
Spodoptera litura, $ Wh AR IR Spodoptera frugiperda 


(Silva et al., 2009), IHX HK S. exigua (Tian et 
al., 2009), TÈ O. fuscidentalis, 西方 蜜蜂 A. 
mellifera ( Mori et al., 2009) Hj KRÆ., KWAM 
IK KEAN pE T LSTre-1 和 LSTre-2 基因 , 均 具 有 
海藻 糖 酶 基因 的 特征 结构 ,同时 LSTre-1 和 蛋白 序列 
中 没有 发 现 跨 膜 结构 域 , 而 LSTre2 具有 2 个 路 膜 
结构 域 。 同 源 性 分 析 发 现 , 所 克隆 的 基因 与 其 他 昆 
忠 的 海藻 糖 酶 基因 相似 性 较 高 ， 其 中 LSTre-l 与 不 
同 昆 虫 的 水 溶性 海藻 糖 酶 的 氨基 酸 序列 相似 性 最 
高 ,而 LSTre-2 与 膜 结合 型 海藻 糖 酶 的 氨基 酸 序列 
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图 3 JH dsGFP, dsTre-1 和 dsTre-2 喂食 处 理 后 
5 d 内 灰 飞 乔 大 虫 的 校正 死亡 率 
Fig. 3 Corrected mortality of Laodelphax striatellus nymphs 
feeding with dsGFP, dsTre-1 and dsTre-2 within 5 days 
图 中 数据 为 3 次 重复 的 平均 值 , 不 同 小 写字 母 代 表 不 同 处理 之 间 差 
异 显 著 (P<0.05, Tukey 氏 检 验 ) (n225 头 , 3 次 重复 ; dsRNA 浓 
度 为 35 ng/uL); 下 图 同 。Values are mean of three replications. 


Different lowercase letters indicate significant difference between different 





treatments (P < 0. 05, Tukey’ s test) (n = 25, 3 replications; the 
concentration of dsRNA is 35 ng/uL). The same for the following 


figures. 


相似 性 最 高 。 由 此 说 明 本 研究 克隆 的 2 个 基因 , 分 
别 是 灰 飞 虱 水 溶性 海藻 糖 酶 和 膜 结 合 型 海藻 糖 酶 的 
基因 。 

通过 合成 和 喂食 dsRNA 进行 基因 干扰 ,研究 
取 食 海藻 糖 酶 基因 dsRNA 对 灰 飞 乱 的 毒 理 学 效应 ， 
发 现 靶 向 2 种 海藻 糖 酶 基因 的 dsRNA 不 仅 可 以 显 
著 抑 制 灰 飞 乱 海藻 糖 酶 基因 的 表达 ,降低 其 活力 ， 
还 能 显著 抑制 试 虫 的 生长 ,大幅 增加 试 虫 死亡 率 。 
但 dsGFP 处 理 对 灰 飞 乱 海藻 糖 酶 基因 的 表达 、 海 藻 
糖 酶 活力 ,以 及 试 虫 的 体重 和 死亡 率 均 没 有 显著 影 
啊 。 这 说 明 双 链 核糖 核酸 本 号 并 没有 显著 的 毒 理学 
效应 , 但 通过 喂食 干扰 海藻 糖 酶 基因 的 表达 , IPRC 
可 以 导致 灰 飞 乔 正 常生 长 受阻 , 还 可 以 产生 显著 的 
致死 效应 。 这 和 Chen 等 (2010 ) TTL SIE TCR E H 
海藻 糖 酶 基因 时 出 现 的 结果 是 一 致 的 。 

海藻 糖 是 昆虫 的 血糖 ， 虽 然 有 些 昆虫 血 淋 巴 中 
有 较 高 的 单 糖 , 但 多 数 昆 虫 以 海藻 糖 为 体内 糖 类 物 
质 运 输 的 主要 形式 , 不 同 组 织 细 胞 利用 血糖 时 , 首 
先 必须 利用 海江 糖 酶 将 海藻 糖 降解 为 葡萄 糖 。 一 般 
而 言 ,血糖 供应 对 神经 系统 和 表皮 几 丁 质 合 成 的 影 
啊 最 大 。 因 为 糖 ( 包 括 糖 异 生 物质 ) 是 神经 系统 唯 
一 有 效 的 能 源 ， 而 昆虫 赔 皮 时 , 皮 细 胞 合成 表皮 几 
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图 4 
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LSTre-1 ( A) f LSTre-2( B) 的 表达 量 


Fig. 4 The expression of LSTre-1 ( A) and LSTre-2 (B) 
from Laodelphax striatellus nymphs at 96 h after feeding 


海藻 糖 酶 活力 


Fi 


pl 


Trehalase activity 


8 


different dsRNA 
CK: 纯 饲 料 Diet without dsRNA. 
下 图 同 The same for the following figures. 
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图 5 不 同 dsRNA 处 理 96 h JE 27K. KAN 
各 虫 的 海棠 糖 酶 活力 
. 5  Trehalase activity in Laodelphax striatellus nymphs 


at 96 h after feeding different dsRNA 
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图 6 不 同 dsRNA 处 理 后 120 h FYI 3 
若虫 的 体重 变化 
Fig. 6 Individual body weight of survived Laodelphax 
striatellus nymphs at 120 h after feeding different dsRNA 


丁 质 同 样 需要 大 量 和 葡萄 糖 。 因 此 , 干扰 海藻 糖 酶 基 
因 , 使 海藻 糖 酶 活力 下 降 ， 导致 血 淋 巴 运送 糖 类 物 
质 的 效率 降低 , 不 仅 可 以 影响 试 虫 的 生长 发 育 , F 
时 也 可 以 通过 影响 神经 系统 的 功能 , 或 表皮 合成 而 
产生 致死 效应 。 此 外 , 干扰 海藻 糖 酶 基因 是 否 会 因 
为 其 他 生化 反馈 途径 导致 试 虫 死亡 ， 尚 需 进 一 步 
人 研究。 

本 研究 发 现 靶 向 水 溶性 海藻 糖 酶 基因 的 干扰 效 
应 高 于 轴 癌 膜 结合 型 海藻 糖 酶 基因 , 这 可 能 是 由 于 
两 种 酶 的 组 织 分 布 和 生理 功能 的 差异 所 致 。Chen 
等 (2010) 利 用 RNAi 技术 阐明 了 两 种 海藻 糖 酶 基因 
在 昆虫 几 丁 质 合 成 中 的 不 同 功能 。 注 射 dsRNA F 
扰 两 种 海藻 糖 酶 基因 对 几 丁 质 合 成 通路 下 游 基 因 的 
转录 有 不 同 的 影响 , 干扰 水 溶性 海藻 糖 酶 对 儿 丁 质 
合成 酶 A ( CHSA) 基因 的 影响 较 大 , 对 几 丁 质 合 成 
酶 B (CHSB) 基 因 的 影响 很 小 , 而 干扰 膜 结 合 型 海 
江 糖 酶 则 对 儿 丁 质 合 成 酶 B 基因 有 较 大 的 影响 。 
进一步 的 研究 表明 , 几 丁 质 合成 酶 A 基因 在 表皮 和 
气管 中 表达 , 而 B 基因 则 只 在 中 肠 表 达 , 前 者 主要 
负责 表皮 和 和 气管 几 丁 质 的 合成 ,而 后 者 则 负责 中 肠 
围 食 膜 的 几 丁 质 合 成 ( Merzendorfer and Zimoch, 
2005 ) 。 故 干扰 水 溶性 海藻 糖 酶 对 昆虫 表皮 中 的 几 
丁 质 合成 影响 更 大 ,而 干扰 膜 结合 型 海藻 糖 酶 则 主 

影响 中 肠 中 的 几 丁 质 合 成 。 

此 外 ， 从 喂食 不 同 dsRNA 对 海藻 糖 酶 基 
mRNA 表达 水 平 的 影响 可 以 看 出 , IRRA dsTre-1 
TapEE BU TA mh, ER ZS77re-l 的 表达 量 显 车 下 降 外 ， 
LSTre-2 的 表达 量 也 有 明显 下 降 , 但 是 没有 LSTre-1 
的 表达 量 下 降 显著 ; 同样 喂食 含 dsTre-2 饲料 的 试 


E, BR LSTre-2 的 表达 量 显著 下 降 外 ,LSTre-1 的 表 
达 量 也 有 一 定 的 程度 的 下 降 , 但 是 没有 LSTre2 的 
表达 量 下 降 显著 。 这 说 明 靶 向 灰 飞 异 任何 一 个 海藻 
糖 酶 基因 的 dsRNA, 对 男 一 个 基因 也 有 干扰 作用 。 
这 一 方面 可 能 由 于 灰 飞 乔 水 溶性 海藻 糖 酶 和 膜 结合 
型 海藻 糖 酶 的 基因 序列 相似 性 较 高 (45% ) ,存在 一 
定 的 脱 革 效应, 男 一 方面 也 可 能 是 基于 生理 功能 的 
反馈 抑制 (Chen et al., 2010) , 具体 机 制 尚 需 进一步 
人 研究。 
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